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RESUMO

O virus Oropouche (OROV) é um arbovirus pertencente a familia Peribunyaviridae,
género Orthobunyavirus, foi isolado pela primeira vez em Trinidad Tobago em 1955.
Em 1960 foi identificado pela primeira vez no Brasil, no estado do Par4 e um ano
depois foi registrada a primeira epidemia no mesmo estado. Depois disso, outras
epidemias ocorreram, principalmente na regido norte do Brasil. Todavia, relatos de
casos e inquéritos soroldgicos tem demostrado que o virus esta se espalhado pelo
Brasil e América Latina e é visto como candidato a uma préxima epidemia nas
Américas. Os sintomas sdo semelhantes aos de outras arboviroses além de
possiveis acometimentos no SNC. Atualmente, ndo existem vacinas ou antivirais
contra 0 OROV. Desta forma, é de suma importancia a busca por moléculas ativas
no controle da infeccéo viral. Os derivados de acridonas ja demonstraram atividade
biolégica no tratamento de doencas como céancer, Alzheimer, e em doencas
infecciosas bacteriana, viral e por protozoéarios. Portanto, o objetivo deste estudo é
analisar a acdo de um painel de derivados de acridonas na inibicdo da replicacéo do
OROV. Para tanto, um painel de onze acridonas (FAC2-FAC7, FAC15-FAC17 e
FAC20-FAC22), foram testadas e quatro selecionadas (FAC16, FAC20, FAC21 e
FAC22) para continuidade dos estudos. Inicialmente, realizou-se ensaio de
viabilidade celular (MTT) (300-2,34uM), em linhagens celulares VERO, para definir a
concentracdo viavel dos compostos. Os resultados obtidos mostraram inibi¢éo total
da replicacdo viral em células tratadas com as moléculas FAC20 e FAC22, ndo
havendo formacéo de placas. Em relacdo a FAC21, a reducéo foi de 90%, enquanto
a FAC16 reduziu aproximadamente 75% a formacdo de placas. Na avaliagdo da
inibicdo da replicacdo viral pelo ensaio virucida a FAC20 inibiu completamente a
formacdo de placas, ja as FAC16 e FAC21 inibiram aproximadamente 85% e a
FAC22 mostrou reducdo de 90% a replicacdo viral. Nos ensaios de
imunofluorescéncia, os mesmos foram realizados com protocolo de tratamento,
virucida e pré-tratamento, a inibicdo da replicacdo também foi observada nestes
ensaios. Com o trabalho realizado, foi possivel concluir que os derivados de
acridona utilizados no presente estudo apresentam potencial na inibicdo da

replicacdo do ORQV in vitro.

Palavras-Chave: Arbovirus. Acridona. Orthobunyavirus. Terapéutica



ABSTRACT

The Oropouche virus (OROV) is an arbovirus that belongs to the Peribunyaviridae
familiy, genus Orthobunyavirus, and was isolated for the first time in Trinidad Tobago
in 1955. In 1960 it was identified for the first time in Brazil, in the state of Para and a
year later the first epidemic in the same state happened. After that, other epidemics
occurred, mainly in the northern region of Brazil. However, case reports and
serological surveys have shown that the virus is spreading in Brazil and Latin
America and is seen as a candidate for an upcoming epidemics in the Americas. The
symptoms are similar to those of other arboviruses in addition to possible CNS
involvement. Currently, there are no vaccines or antivirals against OROV. Thus, the
search for active molecules in the control of viral infection is extremely important.
Acridone derivatives have already shown biological activity in the treatment of
diseases such as cancer, Alzheimer's, and in infectious bacterial, viral and protozoan
diseases. Therefore, the aim of this study was to analyze the action of an acridone
derivative panel in inhibiting OROV replication. For this purpose, a panel of eleven
acridones (FAC2-FAC7, FAC15-FAC17 and FAC20-FAC22), were tested and four
selected (FAC16, FAC20, FAC21 and FAC22) to continue the studies. Initially, a cell
viability test (MTT) (300-2.34uM) was carried out on VERO cell lines to define the
viable concentration of the compounds. The results obtained showed total inhibition
of viral replication in cells treated with the molecules FAC20 and FAC22, with no
plaque formation. In relation to FAC21, the reduction was 90%, while FAC16 reduced
approximately 75% of the formation of plaques. In assessing the inhibition of viral
replication by the virucidal assay, FAC20 completely inhibited plaque formation,
whereas FAC16 and FAC21 inhibited approximately 85% and FAC22 showed a 90%
reduction in viral replication. In the immunofluorescence assays, which were
performed with treatment protocol, virucide and pre-treatment, inhibition of replication
was also observed in these assays. With the work done so far, it was possible to
conclude that the acridone derivatives used in the present study have the potential to

inhibit OROV in vitro replication.

Keywords: Arbovirus. Acridone. Orthobunyavirus. Therapeutics
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1. INTRODUCAO

1.1. Arbovirus

Arbovirus (Arthropod borne Viruses) sdo assim designados devido parte de
seu ciclo replicativo ocorrer em insetos, podendo ser transmitidos aos seres
humanos e outros animais pela picada de artrépodes hematofagos. Dos mais de 545
espécies de arbovirus conhecidos, cerca de 150 causam doencas em humanos ou

animais (Gubler 2001, Cleton, Koopmans et al. 2012).

O conceito de arbovirus teve inicio em 1881 quando o médico cubano Juan
Carlos Finlay presumiu que a Febre Amarela era transmitida pelo mosquito Aedes
aegypti e, até entdo, acreditava-se que a falta de higiene seria a causa da
disseminacdo da doenca. Alguns anos depois, Walter Reed e colaboradores
comprovaram através de experimentos com voluntarios humanos a teoria da

transmisséo atraves da picada do mosquito (Calisher 2005).

Causadores de doencas em animais e humanos em quase todo o mundo,
infectando elevado numero de individuos e provocando um grande prejuizo
econdmico e social, os arbovirus geralmente sdo mantidos na natureza por meio de
um ciclo silvestre que envolve hospedeiros vertebrados suscetiveis e vetores
artrépodes hematéfagos, sendo os vetores de maior importancia mosquitos (ex:
Aedes), moscas (ex: Phlebotominae) e carrapatos (ex: Ixodidae). Primatas,
marsupiais e aves sdo classificados como hospedeiros vertebrados de maior
relevancia para o ciclo de manutencédo dos arbovirus (Gubler 1996).

O homem é hospedeiro acidental para a maioria das arboviroses e se infecta
ao penetrar em areas enzooticas, com excecao apenas para o virus do Dengue, em
que é o hospedeiro (Fields 1998). Por outro lado, mudancas ecologicas no habitat
natural destes virus levam a alteracbes em seus ciclos, podendo haver adaptacao a
novos reservatorios e, com isto, aumentar sua multiplicacao e o risco da emergéncia
(Figueiredo 2007).
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No homem, ap0s a picada de um vetor infectado, o virus é transmitido para a
corrente sanguinea e circula livremente até atingir células alvos (cérebro, figado,
pele e vasos). Apos a infeccdo, ha um periodo de incubacdo durante o qual ocorre
multiplicagéo viral, e sua intensidade e localizagéo determinaréo o aparecimento de
manifestacdes clinicas, como febre acompanhada de mal-estar, cefaleia, nauseas,
vomitos e mialgia (Figueiredo 2007, Travassos da Rosa, de Souza et al. 2017). De
uma forma geral, infec¢cdes por arbovirus podem levar a quatro formas clinicas
distintas, dentre as quais se destaca a doenca febril (causada por praticamente
todos os arbovirus patogénicos ao homem), doenca febril com exantema, febre
hemorragica (no Brasil, causada apenas pelos virus do Dengue e Febre Amarela) e
encefalite (causada por diversos membros das familias Togaviridae, Flaviviridae e
Peribunyaviridae). No entanto, sintomatologia inespecifica pode ser observada nas
infeccbes por diferentes arbovirus, especialmente na fase aguda, dificultando o
estabelecimento de um provavel agente etioldgico pelo médico assistente (Fonseca,

Figueiredo 2002., Vasconcelos, Travassos da Rosa et al. 2005).

Sabe-se que os arbovirus estédo presentes em todo o mundo, no entanto, as
areas tropicais apresentam o maior numero de casos devido as condicfes climaticas
favoraveis a manutencdo do ciclo viral (Artsob, Lindsay et al. 2017). Além disso,
diversas arboviroses que pareciam sob controle ressurgiram nos ultimos anos, como
exemplo disso temos a Febre Amarela, Dengue, Encefalite Japonesa e Encefalite
Equina Venezuelana, ou ainda virus que ampliaram sua distribuicdo geografica,
como a febre do Nilo Ocidental e do Vale do Rift (Weaver 2013, Marklewitz, Junglen
2019, Guth, Hanley et al. 2020).

O Brasil é um pais tropical que apresenta condi¢des ideais para a ocorréncia
de arboviroses por apresentar vasta extensao territorial (8.514.876 km?) e 60,7% do
territorio coberto por vegetacdo (Meio Ambiente Brasileiro, 2010). No pais ja foram
isoladas mais de 210 espécies diferentes de arbovirus, sendo que 36 delas causam
doencas em humanos de forma esporadica, endémica e/ou epidémica. Em 2015,
pelo menos nove arbovirus patogénicos que causam doencas em seres humanos
circularam no Brasil (Figueiredo 2015). Tais virus sao responsaveis por
aproximadamente 30% de todas as doencas infecciosas emergentes na ultima

década (Jones, Patel et al. 2008), onde a maioria destes arbovirus sao virus de RNA
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pertencentes as familias Flaviviridae, Peribunyaviridae (género Orthobunyavirus),
Togaviridae (género Alphavirus) dentre outros. Dentre 0s principais representantes
destas familias, acometendo em média 95% dos casos notificados, encontram-se 0s
Alphavirus Mayaro (MAYV) e Chikungunya (CHIKV), os Flavivirus Dengue (DENV),
Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV), Encefalite de Saint Louis (SLEV) e Rocio (ROCV)
e o Orthobunyavirus Oropouche (OROQV) (Figueiredo 2007, Figueiredo 2015, Mota,
Terzian et al. 2016).

As arboviroses sdo uma ameaca significativa a saude publica, devido as
mudancas climaticas e ambientais e aos desmatamentos que favorecem a
amplificacdo, a transmissao viral, além da transposicéo da barreira entre espécies. A
prevencao e o controle de infec¢Bes por arbovirus requer vigilancia para determinar
a atividade do virus combinada com vacinacao, educacdo em saude e estratégias de
controle de vetores (Gubler 2001, Fragkoudis, Attarzadeh-Yazdi et al. 2009).

1.2. Vetor

Ensaios laboratoriais e estudos epidemiolégicos mostraram que 0s
mosquitos Culex quiquefaciatus, Culex fatigans, Psorophora ferox, Coquilettidia
venezuelensis, Aedes serratus, Aedes scapularis e Aedes albopictus sédo suscetiveis
a infeccdo por OROV o0 que os tornam suspeitos de participarem do ciclo de
manutenc¢do do virus (Smith, Francy 1991), entretanto, o OROV tem como principal
vetor o mosquito Culicoides paraensis, também conhecido no Brasil como maruim ou

borrachudo (Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981, Pinheiro, Rocha et al. 1982).

O Culicoides paraensis € membro da familia Cerotoptogonidae, familia esta
gue abrange aproximadamente 125 géneros classificados em 5.500 espécies,
configurando entre os insetos hemat6fagos mais abundantes e presentes em quase
todo mundo exceto as regibes polares extremas, Nova Zelandia, Patagbnia e llhas
Havaianas. J4 a espécie paraensis, esta distribuida desde o norte da Argentina até
os EUA e é o mais frequente e disperso mosquito do hemisfério Ocidental,
principalmente nos trépicos (Wirth, Felippe-Bauer 1989). Acredita-se que ampla

distribuicdo geogréfica dos Culicoides se deva a sua competéncia de reproducéo e
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sobrevivéncia em ambientes semiurbanos nas proximidades de locais com elevada

densidade humana (Aybar, Juri et al. 2010, Carpenter, Groschup et al. 2013).

Os Culicoides sé@o insetos holometabolos, cujo ciclo de vida inclui os
estagios de ovo, larva, pupa e adulto, podendo durar de trés semanas em climas
tropicais até um ano em climas temperados (Mellor, Boorman et al. 2000). Podem
ser encontrados em diversos tipos de ambientes; as larvas se desenvolvem em
locais ricos em matéria organica em decomposicao e elevada umidade como esterco
de animais, lamacgais, pocgas, brejos, praias, pantanos, irrigagdes, buracos de
arvores, frutas ou outros vegetais em decomposicao, florestas e vegetacdo em geral
(Diniz, Nunes et al. 2006). Possuem tamanho variavel de 1 a 3 mm de comprimento,
sao crepusculares, tendo seu pico de atividade ao nascer e por do sol. Somente as
fémeas se alimentam de sangue para obtencdo de proteina necessaria para
maturacdo dos ovos, realizam vo0s para procurar parceiros sexuais, refeicdoes
sanguineas ou um sitio para deposicao dos ovos. A extensdo do voo € geralmente
curta, com dispersao por centenas de metros ou até 2 a 3 km do seu sitio de criagédo
(Humphreys, Turner 1973).

Além da transmissdo de doencas, as picadas do Culicoides causam
incdbmodo e conforme do grau de sensibilidade do individuo podem causar reacdes
imediatas ou retardadas que variam de dermatites alérgicas, papulas, pustulas até

reacdes mais graves como eczema (M., R. et al. 2003).

Mosquitos Culicoides séo vetores de protozoarios, virus e nematddeos para
o homem, aves e mamiferos silvestres e domésticos (Mellor, Boorman et al. 2000).
Pelo menos 50 arbovirus ja foram isolados de mosquitos Culicoides, sendo o
transmissor de doengas veterinarias importantes como, o0 virus da peste equina,
virus da febre catarral ovina, virus da doenca hemorragica epizoodtica, virus da
encefalose equina, virus Akabane e virus Palyam (Mellor, Boorman et al. 2000).
Todavia, o papel mais importante dos Culicoides na saude publica, estd na

capacidade de transmisséao biolégica do OROV (Linley, Hoch et al. 1983).
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Figura 1- Fémeas de Culicoides.

Fonte: https://planodesaude.net.br/blog/febre-oropouche/

O OROQV também pode ser encontrado em locais onde ocorre a presenca de
vetores secundarios como 0s mosquitos Culex quinquefasciatus, Coquillettidia
venezuelensis e Aedes serratus (Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981, de Souza
Luna, Rodrigues et al. 2017). O virus ja foi isolado de mosquitos Coquillettidia
venezuelensis e Aedes Serratus, (Travassos da Rosa, de Souza et al. 2017), as
duas espécies sdo tidas como vetores secundarios e encontradas em abundancia

em ambiente silvestre (Cardoso, de Almeida et al. 2010).

Coquillettidia venezuelensis se reproduz em ambientes aquaticos como rios,
lagos e piscinas e possui habito de alimentacéo noturna (Alencar, Pacheco et al.
2011), j& o Aedes Serratus tem habito alimentar diurno atacando principalmente

mamiferos de grande porte (Cardoso, de Almeida et al. 2010).

7

Culex quinquefasciatus € tido como um vetor de menor impacto na
transmissdo do OROV (Sakkas, Bozidis et al. 2018), é encontrado
predominantemente em meio urbano e ataca animais e humanos, € intensamente
distribuido em areas tropicais e subtropicais (Guo, Li et al. 2016), condi¢cdes
climaticas sazonais como estagcbes chuvosas e temperaturas baixas estao
relacionadas com a distribuicdo e competéncia deste vetor. A reproducdo pode

ocorrer em recipientes artificiais ou aguas poluidas e ricas em matéria organica. O


https://planodesaude.net.br/blog/febre-oropouche/
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habito alimentar é noturno e normalmente ataca humanos, aves, caes, cavalos, bois,

anfibios, porcos entre outros animais (Sakkas, Bozidis et al. 2018).

1.3. Virus Oropouche

O Virus Oropouche (OROV) é o agente etiolégico da Febre do Oropouche,

umas das infe¢¢des virais mais frequentes no Brasil (Bastos, Figueiredo et al. 2012).

Febre do Oropuche é uma doenca arboviral emergente e tem chamado a
atencdo por estar associada as alteracdes do clima, a disseminacdo dos vetores e
ao deslocamento cada vez maior de pessoas e animais, evidenciando a
probabilidade de tornar-se um grave problema de saude publica (Culquichicon,
Cardona-Ospina et al. 2017, Sakkas, Bozidis et al. 2018).

O virus foi isolado pela primeira vez do sangue de um paciente febril em
Vegas do Oropouche, Trinidad Tobago em 1955. O primeiro isolamento no Brasil
ocorreu em 1960 do sangue de uma preguica (Bradypus tridactylus) capturada em
uma area florestal durante a construcao da rodovia Belém-Brasilia e de um pool de
mosquitos Ochlerotatus serratus capturados proximo ao mesmo local (Nunes,
Martins et al. 2005). Um ano apdés ser identificado no Brasil, 0 OROV provocou o
primeiro surto no pais com aproximadamente 11.000 casos em Belém no estado do

Para (Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981, Mouréo, Bastos et al. 2015).

O OROV é um arbovirus do género Orthobunyavirus da familia
Peribunyaviridae. A familia Peribunyaviridae € composta ainda pelos géneros
Herbevirus, Pacuvirus e Shangavirus. O Orthobunyavirus é o maior género da
familia com 88 espécies atualmente reconhecidas, dentre elas os virus Cache
Valley, La Crosse e Schmallenberg (ICTV, 2020) que possuem grande relevancia

por causar doencas em humanos e animais (Tilston-Lunel, Hughes et al. 2015).


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/bunyavirales/w/peribunyaviridae/1239/genus-herbevirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/bunyavirales/w/peribunyaviridae/1240/genus-pacuvirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/bunyavirales/w/peribunyaviridae/1241/genus-
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1.4. Patogénese

O mecanismo de patogénese da Febre do Oropouche ainda é pouco
conhecido, porém, sabe-se que o OROQOV é detectado no sangue desde o principio
da infeccdo e pode migrar gradualmente para rotas neurais, acarretando infeccao
sistémica e resposta inflamatéria do sistema nervoso central (SNC) (Travassos da
Rosa, de Souza et al. 2017).

A Febre do Oropouche cursa como uma doenca febril aguda e autolimitada,
equivalente a DENV, com duracdo de 2 a 7 dias e esta associada a uma variedade
de sintomas como mal-estar, vomito, nausea, fotofobia, dor retro ocular, dor de
cabeca, artralgia, mialgia, tontura, febre, calafrios, sinais do SNC como meningite
asséptica ou meningoencefalite, sintomas hemorragicos como sangramento
espontaneo, epistaxe, petéquias e sangramento gengival e, em alguns casos,
erupcdo cutanea acometendo geralmente os bracos e tronco (Pinheiro, Travassos
da Rosa et al. 1976, Travassos da Rosa, de Souza et al. 2017, Sakkas, Bozidis et al.
2018). Alem disso, alguns pacientes também manifestaram fraqueza fisica e perda
de forca (astenia) por um periodo de 2 a 4 semanas (Pinheiro, Travassos da Rosa et
al. 1981).

Principalmente durante grandes surtos de Febre do Oropouche,
manifestacdes neuroldgicas séo registradas e apresentam sintomas como rigidez na
nuca, forte dor de cabeca, letargia, diplopia, tontura, nistagmo, ataxia e aumento de
células no liquido cefalorraquidiano (Sakkas, Bozidis et al. 2018).

Embora a duracdo da fase aguda da doenca seja de 2 a 7 dias (Pinheiro,
Travassos da Rosa et al. 1982, Romero-Alvarez, Escobar 2017), alguns pacientes
tiveram reaparecimento dos sintomas na segunda ou terceira semana apo0s 0S
primeiros sinais da enfermidade (Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981, Azevedo,
Nunes et al. 2007). Nao ha dados na literatura sobre possiveis efeitos teratogénicos
do OROV.

Pesquisas tém sido desenvolvidas com objetivo de compreender como
OROV atinge o SNC. Rodrigues e colaboradores (2011) observaram que a

inoculacéo intracerebral de OROV em hamster dourado (Mosocrites auratus), induz
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a infeccdo. Os autores também utilizaram a via subcutanea para inoculacéo, visto
gue esta é a via natural da infeccdo, no modelo, os animais desenvolveram infecgéao
sisttmica com implicacdes motoras e paralisia, ao mesmo tempo elevada
concentracdo de virus no tecido cerebral e no figado, indicando propagacéo
hematogénica ao cérebro e ao figado. Supostamente a barreira hematoencefalica é
atravessada por um sistema de cavalo de Tréia, observado como um papel
importante em diversas manifestacdes de patogénese viral. Neste sistema, o virus &
levado pela corrente sanguinea oculto dentro dos fagdcitos infectados, ndo sendo
reconhecido nos érgdos ou tecido alvo, onde entdo se replica, burlando o sistema

imunoldgico (Pulzova, Bhide et al. 2009, Rodrigues, Santos et al. 2011).

Estudos desenvolvidos por Araujo e colaboradores (1978) e Rodrigues e
colaboradores (2011), observaram acometimento do figado em modelos
experimentais, em humanos ndo ha relato de hepatite em pacientes acometidos pela
Febre do Oropouche, mas ha relato de alteracdo de enzimas hepéaticas (Araujo, Dias
et al. 1978, Rodrigues, Santos et al. 2011, Sakkas, Bozidis et al. 2018).

InfeccBes por OROV sdo citoliticas com efeito citopatico, estudos in vitro tém
demonstrado a participacdo de proteinas virais no mecanismo de morte celular.
Acrani e colaboradores (2010) demonstraram através de ensaios com células HelLa
que o OROV induz a apoptose pela via intrinseca através de mecanismo acionado
pela replicacéo viral. A replicac@o do virus ativa proteinas caspases 3 e 9 e liberagéo
do citocromo C da mitocdndria, indicando apoptose por meio da via intrinseca. Na
presenca de cloroquina a apoptose foi reduzida demonstrando a necessidade da
producdo adequada de particulas virais para que a apoptose ocorra. Os sinais de
apoptose sao acionados durante a replicacado viral, provavelmente durante a sintese
viral, indicando que uma ou mais proteinas virais possam estar envolvidas no

processo (Acrani, Gomes et al. 2010).

A proteina ndo estrutural NSs, codificada pelo segmento S do RNA viral, tem
sido apontada como responsavel pela inducdo da apoptose celular e
consequentemente pela patogenese viral. Oliveira e colaboradores (2017)
demonstraram que OROV induz a apoptose em diferentes linhagens celulares

humanas 24 horas apoés a infeccdo, onde a proteina NSs induzia apoptose pela via
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intrinseca com liberacdo do citocromo C da mitocéndria, ativacdo das caspases 3 e
9 e fragmentacdo do DNA. Também foi observado que a NSs promovia a apoptose
pela via extrinseca, comprovada pela presenca de caspase 8 ativada. Os autores
utilizaram ainda um clone infeccioso de OROV com delecdo da proteina NSs e
demonstraram que na auséncia desta ndo houve apoptose em células HelLa até 36
horas apds a infeccdo, reafirmando assim o papel da NSs na apoptose celular.
Todavia, 0 mecanismo pelo qual a apoptose € induzida ainda é desconhecido
(Oliveira 2017).

1.5. Virus - estrutura e estratégia de replicacao

O OROV apresenta estrutura esférica com envelope de didmetro entre 80 e
120nm e glicoproteinas de superficie inseridas na bicamada lipidica (Figura 2)
(Bowden, Bitto et al. 2013). O genéma € composto por trés segmentos de RNA fita
simples de polaridade negativa — grande (L), médio (M) e pequeno (S) (Barr, Elliott
et al. 2003). O segmento grande (L) codifica uma proteina que possui atividade de
RNA polimerase para transcri¢céo e replicacdo do RNA gendmico. O segmento medio
(M) codifica uma proteina que € clivada no reticulo endoplasmatico para formar as
glicoproteinas de envelope Gc e Gn e ainda a proteina nao estrutural NSm. O menor
seguemento (S) codifica duas proteinas em quadros de leitura sobrepostos, a
proteina estrutural N, que faz parte do nulcleocapsideo e tem funcéo de oligomerizar
e encapsidar o genoma viral, e a proteina ndo estrutural NSs (Lappin, Nakitare et al.
1994, Bridgen, Weber et al. 2001, Acrani, Tilston-Lunel et al. 2015).
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Figura 2: Organizagao estrutural esquematica do OROV.

Glycoproteins (Gn and G¢)

Polymerase (L)

Ribonucleocapsid
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Fonte: Adaptado de (Romero-Alvarez, Escobar 2018)

A proteina N desempenha funcdo importante na montagem do virion, por
meio da interacdo com RdARp (RNA dependente de RNA polimerase), Gn e Gc. No
decorrer do processo infeccioso ocorre a formacdo de compartimentos virais proximo
ao complexo de Golgi, area onde as glicoproteinas virais em contato com a proteina
N promovem a montagem das particulas virais (Fontana, Lépez-Montero et al.
2008).

A proteina viral ndo estrutural NSs € o principal fator de viruléncia e
antagoniza a resposta imune inata do hospedeiro, causando inibicdo global da
transcricdo mediada por RNA polimerase Il (Bridgen, Weber et al. 2001, Elliott
2014).

Tilston-Lunel e colaboradores (2015) geraram um clone infeccioso de OROV
a partir de cDNA, sem regifes codificadoras das proteinas NSm e NSs, e
demonstraram que a proteina NSm e fundamental para a replicacdo do virus em
células de mamifero o mosquito e a proteina NSs € fator de viruléncia, agindo como

antagonista de Interferon tipo | (IFN) (Tilston-Lunel, Acrani et al. 2015).

O virus se liga a célula hospedeira por meio da interacdo das glicoproteinas
virais com receptor celular, a entrada ocorre por endocitose mediada por clatrina,

qguando a acidificacdo desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana do
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endossomo ocasionando o desnudamento dos ribonucleocapsideos (Santos,
Rodrigues et al. 2008).

Barbosa e colaboradores (2018) analisaram a via de montagem do ORO
elucidando os fatores celulares que participam da montagem e brotamento do virus.
O OROV induz a ampliacdo das cisternas de Golgi, para onde componentes da
célula hospedeira sédo recrutados para montagem dos virions. A partir do RE as
glicoproteinas Gc e Gn chegam ao complexo de Golgi onde € iniciada a formacéo
das particulas virais nas membranas desta organela. Ali, ocorre uma associacao da
proteina Gn com ribonucleoproteinas virais constituida por seguemtos de RNA viral,
RNA polimerase e proteina nucleocapsidica N. No entanto, as proteinas virais nao
permanecem na regido nuclear, mas se espalham em vesiculas pelo citoplasma,
estas vesiculas séo derivadas das cisternas do Golgi e formam no citoplasma
fabricas virais (Barbosa, Mendonga et al. 2018).

A replicacdo viral ocorre no citoplasma das células infectadas e os virus
amadurecem pelo brotamento no complexo de Golgi. Embora a infec¢do de células
de mamiferos geralmente resulte em morte celular, a replicacdo em células vetoriais

de artropodes ndo € citopatica e essas células tornam-se persistentemente
infectadas (Figura 3) (Elliott 2014).

A sintese de mRNA viral € iniciada por oligonucleotideos tamponados que
sao derivados de mRNAs de células hospedeiras em um processo que é conhecido
como captura de tampa. A atividade da endonuclease que € responsavel pela
geracdo dos iniciadores estd contida no dominio amino-terminal da proteina
polimerase RNA dependente do RNA viral (Elliott 2014).
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Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo de virus da familia Bunyaviridae — (1)
Ligacao do virus ao receptor de membrana celular; (2) Adsorcéo viral mediada pelas glicoproteinas
virais Gc e Gn; (3) Desnudamento do genoma viral promovido pela acidificacdo do endossomo; (4)
Transcrigdo priméria catalisada pela enzima RNA polimerase dependente de RNA sintetizando o
MRNA; (5) Tradugdo do mRNA,; (6) Os trés segmentos de sentido negativo do genoma viral sdo
convertidos em fitas de sentido positivo possibilitando a replicagdo do genoma; (7) As
ribonucleoproteinas (RNP) séo transportadas até as membranas do complexo de Golgi modificadas
pela insercao das proteinas Gn e Gc, para formagdo das particulas virais; (8) Particulas virais
armazenadas em vesiculas no complexo de Golgi sédo transportadas para a superficie celular (9)
filamentos de actina facilitam a fusdo das membranas vesiculares com a membrana celular; (10)
liberacdo dos virions no meio extracelular.
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O genoma segmentado dos Orthobunyavirus permite rapida evolugdo por
meio de rearranjo de segmentos durante coinfeccbes. O rearranjo ocorre
extensamente na natureza e 0s Vvirus que passaram por esse processo podem ter
propriedades substancialmente alteradas, como aumento de viruléncia e adaptacéo

a novos vetores e hospedeiros (Figura 4) (McDonald, Nelson et al. 2016).
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Figura 4: coinfecgdo por virus de genoma segmentado dando origem a rearranjos genéticos.
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Fonte: (Elliott 2014).

Devido a esses rearranjos, estudos filogenéticos considerando sequéncias
completas de sRNA classificam o OROV em quatro genotipos distintos I, II, lll e IV. A
distribuicdo geogréfica do virus é referida como genétipo | em Trinidad e Tobago e
Brasil; gendtipo Il no Panam@, Peru e Brasil; gendtipo Il isolado no Brasil e no Peru,
e gendtipo IV isolado somente no Brasil durante um surto em Manaus na década de
1980 (Figura 5) (Travassos da Rosa, de Souza et al. 2017).
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Figura 5: Distribuicdo do OROV segundo genotipo
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Fonte: (Travassos da Rosa, de Souza et al. 2017)

1.6. Ciclo Bioldgico

A manutenc¢do do OROV na natureza ocorre por meio de um ciclo complexo,
envolvendo ciclos silvestre e urbano. No ciclo de transmisséo silvestre, mamiferos
selvagens como preguicas (Bradypus trydactilus), primatas (Allouatta caraya,
Callithrix penicillata) e saguis (Callithrix sp.) servem como hospedeiros do virus.
Esse ciclo silvestre pode possivelmente incluir outros hospedeiros vertebrados,
como aves e roedores selvagens (como Proechimys sp.) (Gutierrez, Wise et al.
2020). Ainda ha duvidas sobre vetores do OROV no ambiente selvagem, o virus foi
isolado de Aedes serratus e de Coquilletidia venezuelensis, levando a hipétese que
esses vetores participam do ciclo de transmissdo do virus neste ambiente (Pinheiro,

Travassos da Rosa et al. 1981) (Figura 6).

No ciclo urbano, o homem parece ser o Unico hospedeiro, o0 virus é
transmitido de pessoa a pessoa através da picada do mosquito Culicoides paraensis
(Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981, Pinheiro, Rocha et al. 1982), o
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desempenho do mosquito como vetor principal no ciclo urbano é apoiado por
estudos experimentais e epidemiolégicos. Pinheiro e colaboradores (1981),
demonstraram que Culicoides paraensis transmitiram o virus para hamsters de 6 até
12 dias ap0s se alimentarem de sangue de pacientes contaminados, e o titulo que
permitiu a transmissao do virus foi considerado baixo (Pinheiro, Travassos da Rosa
et al. 1981). O fato de Culicoides paraensis transmitir o virus mesmo apds refeicao
de sangue com baixos titulos virais e a presenca abundante nos locais onde
ocorrem surtos, levam a crer que este € o principal vetor na transmissdo do OROV
(Wirth, Felippe-Bauer 1989).

Culex Quinquefasciatus também € apontado como vetor para OROV, porém
Pinheiro e colaboradores demonstraram que o limiar para a infeccdo era
considerado alto, indicando pouca competéncia do vetor para transmissdo do virus
(Pinheiro, Rocha et al. 1982).

Os humanos sao hospedeiros acidentais do OROQV, a infeccdo provavelmente
ocorre ao adentar em areas de florestas e, ao ser infectado e retornar para areas
urbanas acaba disseminando o virus durante a fase de viremia (Travassos da Rosa,
de Souza et al. 2017).
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Figura 6: Ciclo biolégico do virus Oropouche na interface selvagem e doméstica. Mamiferos
selvagens como Callithrix penicillata (A), Bradypus tridactylus (B), Sapajus alloata (C), Allouatta
caraya e a possivel participacéo de Proechimys sp. (D) O virus também foi isolado de aves selvagens
(E). Acredita-se que os mosquitos Coquillettidia venezuelensis e Aedes serratus transmitam o virus
no ambiente selvagem (F) Perturbacdes antropogénicas de areas naturais podem facilitar o
transbordamento do virus para seres humanos (G), gerando surtos em assentamentos urbanos (l).
No ciclo urbano, o virus seria transmitido pelos mosquitos Culicoides paraensis e Culex
Quinquefasciatus, a participacdo destes vetores no ciclo de vida silvestre ainda ndo esta clara (H).

Sylvatic cycle Urban cycle

Fonte: (Romero-Alvarez, Escobar 2018)

1.7. Diagnéstico

O fato de a Febre Oropouche apresentar sintomas semelhantes a outras
arboviroses dificulta o diagnéstico clinico da doenca. Leucopenia, por vezes
relatada, e niveis pouco aumentados de Transaminase hepatica ndo sao suficientes
para tipificar infecgcbes por OROV e exames laboratoriais de sangue também né&o

sao Uteis (Pinheiro, Travassos da Rosa et al. 1981).

Quando ha a ocorréncia de sintomas neurolégicos, achados provenientes do
Liquido Cefalorraquidiano (LCR) como alta de proteinas, contagem de leucdcitos e
glicose normal a levemente reduzida sao fatores que ocorrem em grande parte das

infec¢bes virais (Bastos, Figueiredo et al. 2012), dessa forma, € necesséria a

realizacdo de testes laboratoriais especificos para comprovar a infec¢cdo por OROV.
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Varios métodos sdo empregados para a deteccdo de anticorpos IgM e IgG
especificos para OROV no diagndstico clinico. Ensaios como Imunofluorescéncia
Indireta (IF) em leucograma periférico (de Souza Luna, Rodrigues et al. 2017), teste
imuno-enzimatico para OROV em culturas celulares infectadas (EIA-ICC) (Mouraao,
Bastos et al. 2009), MAC Elisa, Ensaio de Neutralizacdo (PRNT), teste de fixacdo do
complemento (CFT) e teste Inibicdo de Hemaglutinacdo (HI) (Saeed, Nunes et al.
2001, Moreli, Aquino et al. 2002) ja foram desenvolvidos e podem ser utilizados na
rotina clinica. Além da metodologia soroldgica, existem os métodos moleculares
como a Nested RT-PCR e o One-Step RT-PCR que séo utilizados para diagnéstico
rapido e especifico em amostras de soro e LCR (Moreli, Aquino et al. 2002),
(Naveca, Nascimento et al. 2017). Além disso, 0 sequenciamento genético também
pode ser uma das ferramentas utilizadas na identificacdo do OROQOV, é utilizado como
diagnéstico em isolados clinicos quando os métodos de amplificacdo convencionais
baseados em sequéncias conhecidas se mostram ineficazes (Hang, Forshey et al.
2012).

1.8. Epidemiologia

A distribuicdo geogréafica do ORO inclui paises como Panama, Equador,
Peru, Argentina, Colébmbia, Venezuela e Brasil. A presenca do virus foi registrada
como surtos, casos esporadicos, ou ainda a detec¢cdo do virus por meio de
investigacdo sorolégica em humanos e animais, pelo menos 30 epidemias foram
registradas nos ultimos 60 anos acometendo mais de 500.000 pessoas (Sakkas,
Bozidis et al. 2018).

Em 1961, apenas um ano apos a identificacdo do OROV no Brasil, o
primeiro surto da doenca foi registrado em Belém no estado do Para, com cerca de
11.000 casos notificados (Pinheiro, 1962). A partir de entdo, diversos surtos
explosivos de febre do OROV foram relatados no pais acometendo os estados do
Acre, Amapda, Amazonas, Goias, Maranhdo, Para, Rondb6nia e Tocantins (Pinheiro,
Travassos da Rosa et al. 1981, Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al. 1989, Tesh
1994, Nunes, Martins et al. 2005).
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Em outras regides do pais, casos foram notificados em diversos municipios
no estado do Mato Grosso nos anos 2011 e 2012 (Cardoso, Serra et al. 2015). Em
2010 dois casos foram relatados em Ribeirdo Preto/SP em um dos casos o paciente
teria contraido a doenca durante viagem ao estado de Ronddnia, o outro teria se
infectado durante viagem a Porto Seguro/BA. A identificacdo do OROV foi realizada
através da deteccdo dos trés segmentos gendmicos do OROV pela RT-PCR
TagMan no sangue de ambos os pacientes (de Souza Luna, Rodrigues et al. 2017).
Em 2016 também em Ribeirdo Preto, um caso de meningoencefalite asséptica por
OROV foi relatado, o paciente apresentou sintomas como febre alta subita, cefaléia
intensa em um dos lados, vomitos, fotofobia intensa, rigidez do pescoco e confuséo
apos retornar de viagem a llha Mosqueiro, no norte do Brasil, o diagnéstico foi
realizado por meio de exame de imagem e RT-PCR da fragdo S do OROV (Vernal,
Martini et al. 2019).

Dois casos foram relatados no estado da Bahia em 2017, num dos casos o
paciente residia na regidao metropolitana de Salvador teve os primeiros sintomas
guando estava na cidade de Cachoeira/BA, no segundo caso o paciente residia em
Salvador, mas tinha historico de viagem nao sendo possivel precisar onde ocorreu o0
contagio, a identificacdo do OROV foi realizada através da técnica de RT-PCR
(Secretaria da Saude de Salvador/BA, 2017).

Em 2021 houve o relato de um caso de infeccdo por OROV em Teresina no
Piaui, o diagnpostico foi confirmado por meio de teste de inibicdo da
hemaglutinagao”, ELISA-IgM e RT-PCR. O paciente teria se infectado na propria
cidade, indicando a circulagdo do virus no estado do Piaui (Secretaria da Saude de
Teresina/Pl, 2021).

Evidencias soroldgica também registraram a presenca do virus em amostra
isolada a partir de um primata (Callithrix penicillata) na regido de Arinos, estado de
Minas Gerais, no ano 2000 (Nunes, Martins et al. 2005) e em 2002 um estudo com
aves no Parque Nacional da Lagoa do Peixe no Rio Grande do Sul detectou a
presenca de anticorpos para OROV em quatro aves, sendo trés residentes no pais e
uma migratoria, evidenciando assim que a migracao de aves pode ser uma forma de
dispersdo do virus (Secretaria da Saude/RS, 2003). Em 2012 e 2013 estudos
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epidemioldgicos identificaram a presenca de anticorpos contra OROV em primatas
nos municipios de Bonito e Miranda, no Mato Grosso do Sul, sugerindo a circulagéo
do virus na regido (Batista, Andreotti et al. 2012, Batista, Andreotti et al. 2013). Em
2016 um estudo epidemiolégico com primatas capturados em parques aos arredores
de Goiania/GO mostrou que animais possuiam imunidade contra o ORQV, indicando

que os animais ja foram contaminados pelo virus (Gibrail, Fiaccadori et al. 2016).

Na América Central, em 1989 o Panama registrou surtos de Febre do
Oropouche em Bejuco, Chilibre e San Miguelito (Tesh, 1994). Na América do sul, em
2016, o registro de um caso de Febre do Oropouche no Equador (Wise, Pullan et al.
2018) levou a um estudo considerando 96 pacientes febris, destes, seis deram
positivo para OROV. As sequéncias gendmicas foram comparadas com as
sequéncias disponiveis publicamente e foi observado que o0s casos equatorianos
sdo geneticamente distintos, sugerindo a transmissao local do virus (Wise, Marquez
et al. 2020).

No Peru, sugeriu-se que o OROV chegasse ao pais através na mobilizacédo
humana pelas margens do rio Amazonas, a doenca foi detectada no pais pela
primeira vez 1992 e a partir de entdo, casos de febre do OROV foram relatados
continuamente no pais (Romero-Alvarez, Escobar 2017, Romero-Alvarez, Escobar
2018). Na Argentina o genoma e anticorpos IgM foram detectados a partir de
amostras de soro de cinco pacientes com sindrome febril inespecifica na provincia
de Jujuy em 2005, na Colémbia OROV foi detectado em primatas, embora nenhum
caso em humanos tenha sido relatado (Romero-Alvarez, Escobar 2018) e na
Venezuela, em 2010, um estudo obteve a sequéncia completa de um rearranjo
genético do OROV a partir de amostra de macaco (Cebus Schomburgk) (Navarro,
Giambalvo et al. 2016).

O fato da Febre do Oropouche possuir sintomas semelhantes a outras
doencas febris, como dengue e leptospirose, e de que testes nos locais de
atendimento ainda serem incomuns, levam a suspeita de que o0 niumero de casos da

doenca ainda sejam subnotificados (Gutierrez, Wise et al. 2020).
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No Brasil, embora a ocorréncia do OROV seja predominante na regide Norte,
evidéncias mostram o potencial de disseminag¢do do virus para outras regides do
pais. O fato de muitas pessoas viajarem para regides de grande prevaléncia do
OROV juntamente com ampla distribuicdo do vetor Culicoides paraensis, além de
desmatamentos, mudancas climéaticas e mudancas no habitat de insetos e animais
gue mantem o ciclo silvestre do virus podem facilitar a disseminacéao, principalmente
em locais densamente povoadas como a regido Sudeste (Saude 2003, de Souza
Luna, Rodrigues et al. 2017). Febre do Oropouche é uma das doencas febris mais
importantes do Brasil e tem sido apontada como doenca candidata para uma
proxima epidemia nas Américas (Rodriguez-Morales, Paniz-Mondolfi et al. 2016,

Romero-Alvarez, Escobar 2018).

Inicialmente as infec¢cdes por OROV se concentravam principalmente na
regido Norte do Brasil, paises mais ao Norte da América do Sul e América Central,
porém, observando a notificacdo de casos, percebe-se que nos ultimos 20 anos o
virus migrou para outras regides do Brasil e da América do Sul (figura 7), reforcando
a indicacdo de especialistas de que o OROV pode ser o agente de uma préxima

epidemia nas Américas.
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Figura 7: Mapa de distribuicdo do OROV.
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1.9. Tratamento

N&o ha vacina ou tratamento especifico para Febre do Oropouche, apenas
medicamentos para alivio dos sintomas séo utilizados. A doenca apresenta bom
prognostico e até o momento ndo tem registro na literatura de morte provocada por
OROV (Sakkas, Bozidis et al. 2018). Pesquisas de possiveis farmacos que inibam o

virus sdo limitados, Livonesi e colaboradores (2006) realizaram estudo com a
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ribavirina, porém os resultados sugerem que a mesma nao possui atividade antiviral
contra o0 OROV (Livonesi, De Sousa et al. 2006), em outro estudo, oS mesmos
autores observaram resultados positivos com IFN-a apenas na prevengao da Febre
do Oropouche (Livonesi, de Sousa et al. 2007). Dessa forma a prevencao baseia-se
somente em medidas de controle do vetor e protecdo pessoal como uso de

repelentes e roupas que inibam a picada do mosquito.

Visto que nos ultimos anos o OROV tem se espalhado pela América do Sul
sendo apontado como candidato a uma proxima epidemia, e dada & auséncia de um
tratamento antiviral especifico, h4 a necessidade de estudos na pesquisa de

moléculas com potencial para o tratamento da Febre do OROV.

1.10. Atividade biolégica das Acridonas

A elaboracdo de compostos sintéticos com estrutura baseada em compostos
naturais tem sido amplamente utilizada, por facilitar a triagem na busca por
moléculas com potencial farmacoldgico e por permitir a produ¢cdo em grande escala
e de forma sustentavel (Butler 2008). Embora os compostos naturais tenham massa
molar menor, o que facilita a absorcdo, comparada aos derivados obtidos em
laboratério (Ganesan 2008, Dev 2010), a escolha pelos sintéticos ocorre devido a
maior facilidade de obtencdo e também pela impossibilidade de patentear uma
molécula advinda de fonte natural, o que inviabilizaria a comercializagdo como

farmaco pela industria farmacéutica.

Ademais, a partir de combinag¢do quimica é possivel a criacdo de bibliotecas
de novos compostos, oportunizando a descoberta de moléculas biologicamente
ativas em tempo reduzido e a viabilidade de alteragbes quimicas que possam
aperfeicoar sua atividade bioldgica, reduzir a toxicidade, dentre outras

caracteristicas passiveis de alteracdes (Singh, Barrett 2006, Rishton 2008).

As acridonas sdo compostos organicos derivados de acridinas. Seu modo de

acdo é atribuido principalmente a intercalagdo do DNA e aos efeitos consecutivos
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nos processos biologicos ligados ao DNA e suas enzimas corelacionadas (Kaur,
Singh 2011, Zhang, Li et al. 2014).

Figura 8: Estrutura basica das acridonas.

CHy

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2020). PubChem Compound
Summary for CID 2015, Acridone, from https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acridone.

Os derivados de acridinas sao largamente estudados para tratamento de
diversas doencas como cancer, Alzheimer, infecgcdes bacterianas, virais e por
protozoarios (Kaur, Singh 2011, Galdino-Pitta, Pitta et al. 2013, Zhang, Li et al.
2014). Pesquisas com acridonas demonstraram sua atividade como inibidor do virus
HCV, atuando na inibicdo da transcricdo pela intercalacdo nas moléculas de RNA,
agindo sobre a enzima viral helicase NS3 (Manfroni, Paeshuyse et al. 2009,

Stankiewicz-Drogon, Dorner et al. 2010).

Age também como inibidor na replicacdo dos virus citomegalovirus (CMV) e
herpes simplex tipo 2 (HSV-2) e inibe a transcricdo do virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1)(Yamamoto, Furukawa et al. 1989, Turpin, Buckheit et al.
1998, Fujiwara, Okamoto et al. 1999). Até o0 momento ndo ha estudos publicados

gue indiguem a atividades antiviral contra 0 OROV desta classe de compostos.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acridone

2.

2.1.

2.2.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a atividade antiviral de compostos derivados de acridonas no ciclo
replicativo do OROV.

Objetivos especificos

Avaliar a citotoxicidade das acridonas na linhagem celular VERO/E6 e

estabelecer as concentracdes viaveis para 0s ensaios antivirais;

Avaliar a capacidade de inibicdo da replicacdo viral dos compostos in vitro
através das técnicas de ensaio de reducédo de placas, ensaio virucida e como

pré-tratamento e imunofluorescéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1. Sintese de compostos

Este estudo utilizou um painel de 11 acridonas (FAC2-FAC7, FAC15-FAC17 E
FAC20-22) (figura 9), sintetizadas no Laboratério de Quimica Verde e Medicinal
(LQVM) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Séao José do Rio
Preto e foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini.



Figura 9: Estrutura quimica dos derivados de acridona utilizados neste estudo.

Fonte: Laboratério de Quimica Verde e Medicinal

(UNESP).
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(LQVM) da Universidade Estadual Paulista
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3.2. Linhagens celulares

Foram utilizadas células C6/36, clones celulares de larvas de Aedes
albopictus, para a preparacao do estoque viral, mantidos em Meio Leibovitz (L15 -
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de Penicilina e 100pg/mL
de Estreptomicina) e ceélulas VERO (Células diploide de rim de Macaco Verde
Africano, clone E6), gentilmente cedidas pelo Prod. Dr. Prof. Dr. Mauricio Lacerda
Nogueira (Famerp/Séo José do Rio Preto), mantidas em Meio Eagle’s Minimum
Essential (MEM - acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de
Penicilina e 100ug/mL de Estreptomicina), a temperatura de 37°C com 5% de CO»,

em ambiente humidificado, para a realizacao dos ensaios.

3.3.  Producéo Viral

O OROV (BeAn 19991) utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira - Laboratério de Pesquisas em Virologia
FAMERP, S&o José do Rio Preto/SP.

Estoques virais foram propagados em linhagem celular C6/36, conforme
metodologia descrita por Figueiredo (1990). Para tanto, monocamadas de células
C6/36, com aproximadamente 90% de confluéncia, foram infectadas com OROV por
1 hora a 28°C e incubadas por sete dias com meio de manutencao (L15 - acrescido
de 1% de Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de Penicilina e 100 g/mL de
Estreptomicina).

Apbs periodo de incubacdo, as garrafas foram congelas a -80°C por periodo
de 48 horas, para que ao descongelar houvesse o rompimento das células e
liberacdo dos virus no sobrenadante. Logo apos, a suspensdo contendo virus e
células foi centrifugada por 5 minutos a 3.000rpm para separacdo dos detritos
celulares e os sobrenadantes foram aliquotados e congelados a -80°C para posterior

titulacao viral.
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3.4. Titulacao Viral

A titulacao viral foi realizada através do Ensaio de Placas de lise, o qual utiliza
meio semissolido e evita formacdo de placas secundarias, infectando somente as
células adjacentes e assegurando que cada placa formada no teste seja proveniente

de uma particula viral infecciosa do inoculo inicial (Lennette 1995).

Para tanto, 200uL de diluicbes seriadas de razdo 10 (10% a 10°) da
suspensdao de OROV proveniente de cultura celular foram inoculadas em células
aderidas em microplacas de 24 cavidades. Cada diluicdo, incluindo o controle
negativo (sem virus), foi inoculada em quadruplicada. Uma hora ap6s a incubacéo, o
inoculo viral foi removido para adicdo de 1mL/cavidade da mistura (v/v) de

Carboximetilcelulose (CMC) 2% e meio de manutencéo concentrado 2X.

As células foram incubadas a 37°C, 5% CO2 e observadas diariamente. Apds
cinco dias, a mistura foi removida para fixacdo das células vivas com solucdo de
Paraformaldeido a 4%. Solucdo de Cristal Violeta a 1% foi adicionada para

visualizagcédo e contagem das placas.

Por ultimo, foi calculado o titulo de infectividade expresso pelo nimero de
unidades formadoras de placas (PFU) e, portanto, de particulas virais, jA que cada

placa formada € iniciada pela infeccdo de uma particula viral infectante.

3.5. Avaliacao da Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em células VERO utilizando o
ensaio colorimétrico do MTT (Brometo de Azul de Tiazolil Tetrazélio, Sigma—Aldrich,

Germany).

Monocamadas de células VERO/E6 foram aderidas em microplaca de 96
cavidades e expostas a diferentes concentracées dos compostos (300uM, 150uM,
75uM, 37,5uM, 18,75uM, 9,37uM, 4,68uM e 2,34uM) por 5 dias a temperatura de
37°C com 5% de CO,. Apos incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido para a adicdo de 100pL de meio de cultura acrescido de MTT (1 mg/mL).

As placas foram novamente incubadas a 37°C com 5% de CO; durante 1 hora. Apos
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este periodo, o sobrenadante foi retirado e adicionado 100uL de DMSO (Merck) para
a solubilizacdo dos cristais formazan. A placa foi agitada por 10 minutos e realizada
a leitura no espectrofotbmetro a LT-4000 Microplatereader (LabTech) a 540nm. A
concentracdo dos compostos que apresentaram viabilidade celular acima de 80%

foram selecionados para 0s ensaios antivirais.

3.6. Avaliacdo da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo

inibicdo do namero de placas

Monocamada de células VERO/E6, aderidas em microplacas de 24 cavidades,
foram inoculadas com 25 PFUs/cavidade de suspensédo viral. Ap6s uma hora de
infecgdo, o inoculo foi substituido por 1ml de meio de cultura contendo 2% de CMC e
0s compostos selecionados. As células foram incubadas a 37°C, com 5% CO,,
durante 5 dias e, em seguida, fixadas e coradas. Foi realizado o calculo da média e
o desvio padrdo do numero de placas obtidas para cada grupo de células tratadas
ou ndo tratadas, para andlise da inibicdo da replicacdo viral. Apos esta primeira
avaliacdo, os compostos que apresentaram percentuais de inibicdo maior que 70%

foram considerados os promissores para a continuidade do trabalho.

3.7. Avaliagcao da atividade virucida

Para avalicdo da acdo direta dos compostos selecionados sobre as particulas
virais, suspensodes virais (25PFU) foram incubadas com diferentes concentracdes
dos compostos selecionados em tubo de 1,5mL a 37°C durante uma hora. Apés este
periodo, as suspensfes tratadas foram adicionadas a monocamadas de células
VEROI/EG6 e incubadas por 1 hora. O sobrenadante foi entdo removido e adicionado
meio semissolido com 1% de SFB e incubadas a 37°C, 5% CO, por 5 dias. Apés
periodo de incubacdo, as ceélulas foram fixadas, coradas e quantificadas para a

andlise de acao virucida conforme numero de placas de lise.
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3.8. Avaliacao da atividade antiviral como pré-tratamento

Para avaliar a tividade antiviral dos compostos impedindo a replicagao do
virus nas células, suspensdao com os compostos foram adicionadas a monocamada
celular e incubados na estufa a 37°C, 5% CO; por 1 hora, transcorrido esse tempo a
suspensao foi removida e a monocamada celular lavada com PBS por duas vezes,
em seguida as células desafiadas com 1,0 MOI de OROV durante 48 horas.

Transcorrido esse periodo foi realizado imunofluorescéncia.

3.9. Avalicao da atividade antiviral por imunofluorescéncia

Monocamada de células VERO/E®6, aderidas em microplacas de 24 cavidades,
foram inoculadas 1,0 MOI de suspensao viral. Apés uma hora de infeccdo, o inoculo
foi substituido por 1ImL de meio de cultura contendo 1% de SFB e os compostos

selecionados.

As células foram incubadas a 37°C, com 5% CO,, durante 48 horas e, em
seguida, o meio de cultura foi aspirado e adicionado, para fixar, solucdo de
paraformaldeido até cobrir a monocamada e incubado a T.A. por 20 min, apés este

procedimento, foi lavado 2 vezes com PBS 1x.

Para permeabilizacdo das células, foi adicionado Triton X — 100 1% em PBS e
incubado por 2 min. T.A., apés isso foi lavado 2 vezes com PBS 1x. Para bloqueio,
utilizou-se 10% soro de bode T.A. e incubado 10 min.T.A., em seguida o anticorpo
primario anti-OROV (gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Nikolaos Vasilakis, UTMB) foi
diluido em PBS 1x + 10% soro de bode, e adicionado 200UuL para cobrir a
monocamada e incubado overnight 4°C em camara umida, no dia seguinte, foi
lavado trés vezes com PBS 1X durante 5 min. sob agitacdo e adicionado o anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 ou 555 em Diluicdo: 1:1000 em 10% soro de bode e
incubado por 1hora, 37°C em camara umida (protegido da luz).

Apos este periodo, foram novamente lavadas com PBS 1X durante 5 min. sob

agitacdo por trés vezes, apos isso foi lavado 1x com &gua e iniciou-se a lavagem
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com Dapi durante 5 min. com a solucéo diluida a T.A., depois a solucao foi retirada e

adicionou-se agua para posterior leitura.

3.10. Analise dos resultados

Os dados gerados nas leituras das amostras foram avaliadas utilizando o
software GraphPad Prism 8, normalizando-os por sua divisdo pelos valores das
amostras controle contendo somente DMSO ou controle viral e multiplicando por

cem, para obter valores em porcentagem e elaboracéo dos graficos.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacéo da Citotoxicidade

Os compostos FAC04 e FACO7 demonstraram atividade celular em todas as
concentracgOes testadas (300uM, 150uM, 75uM, 37,5uM, 18,75uM, 9,37uM, 4,68uM
e 2,34uM) , na concentracdo de 37,5uM, os compostos FAC02, FACO05, FAC17,
FAC20 e FAC21 apresentaram viabilidade celular acima de 80%, os compostos

FACO06 e FAC22 apresentaram viabilidade celular de 80% na concentragdo 75uM e
a FAC16 mostrou-se toxica em todas as concentracdes.

Figura 10: Grafico da analise de citotoxicidade das acridonas.
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4.2. Avaliacdo da inibicao da replicacdo viral em células tratadas segundo
inibicdo do numero de placas

Neste ensaio, as FAC20 e FAC22 inibiram completamente a replicacao viral
ndo havendo formacgédo de placas, ja a FAC21, mostrou reducao de 90%, enquanto a

FAC16 reduziu aproximadamente 75% a formacao de placas.

Figura 11: Avaliacao da inibicdo da replicacéo viral em células tratadas segundo inibicdo do nimero
de placas.
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4.3. Avaliacao da atividade virucida

Neste ensaio, a FAC20 inibiu completamente a formacdo de placas, ja as
FAC16 e FAC21 inibiram aproximadamente 85% a formacao de placas e a FAC22

mostrou reducao de 90% na formacéo de placas.

Figura 12: Grafico da avaliagéo da atividade virucida.
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4.4. Avalicado da atividade antiviral por imunofluorescéncia

Células desafiadas com OROV e posteriormente tratadas com os compostos

foram analisadas quanto a intensidade de imunofluorescéncia.
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Figura 13: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROV e tratadas com FAC16. Células
desafiadas com 1,0 MOI de ORQV e tratadas com FAC16 na concentracdo 10,0uM, comprovando a
inibicao da replicacao viral. (a) controle viral (b) controle celular (c) células infectadas e tratadas com
FAC16. Aumento de 20x.

(b) (©)

Figura 14: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROV e tratadas com FAC16. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROV previamente exposto por 1h a solu¢cdo contendo FAC16 na
concentracdo 10,0uM, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. (a) controle viral (b) controle
celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC16. Aumento de 20x.

@) (b) (©)

Fonte: Autoria propria

Fonte: Autoria propria
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Figura 15: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROV e tratadas com FAC20. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROQV e tratadas com FAC20 na concentracao 18,5uM, comprovando a
inibicao da replicacao viral. (a) controle viral (b) controle celular (c) células infectadas e tratadas com
FAC20. Aumento de 20x.

(@) (b) (©)

Fonte: Autoria propria

Figura 16: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROQV e tratadas com FAC20. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROV previamente exposto por 1h & solucdo contendo FAC20 na
concentracdo 18,5uM, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. (a) controle viral (b) controle
celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC20. Aumento de 40x.

(a) (b) (©)

Fonte: Autoria propria
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Figura 17: Imunofluorescéncia das células previamente tratadas com a FAC20 e posteriormente
infectadas com OROQV. Células foram expostas a FAC20 na concentracdo 18,5uM e ap6s 1 hora
desafiadas com 1,0 MOl de ORQV, comprovando a inibicdo da replicacao viral. (a) controle viral (b)
controle celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC20. Aumento de 20x.

@) (b) (©

Fonte: Autoria propria

Figura 18: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROQV e tratadas com FAC21. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROV e tratadas com FAC21 na concentracdo 18,5uM, comprovando a
inibicdo da replicacao viral. (a) controle viral (b) controle celular (c) células infectadas e tratadas com
FAC21. Aumento de 20x.

(a) (b) (c)

Fonte: Autoria propria
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Figura 19: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROV e tratadas com FAC21. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROQOV previamente exposto por 1h a solucdo contendo FAC21 na
concentracdo 18,5uM, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. (a) controle viral (b) controle
celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC21. Aumento de 40x.

@) (b) (©

Fonte: Autoria propria

Figura 20: Imunofluorescéncia das células previamente tratadas com a FAC21 e posteriormente
infectadas com OROV. Células foram expostas a FAC21 na concentragdo 18,5uM e ap6s 1 hora
desafiadas com 1,0 MOl de OROQOV, comprovando a inibi¢cdo da replicacao viral. (a) controle viral (b)
controle celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC21. Aumento de 20x.

@) (b) ()

Fonte: Autoria propria



55

Figura 21: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROV e tratadas com FAC22. Células
desafiadas com 1,0 MOI de OROQV e tratadas com FAC22 na concentracao 18,5uM, comprovando a
inibicao da replicacao viral. (a) controle viral (b) controle celular (c) células infectadas e tratadas com
FAC22. Aumento de 20x.

@) (b) (©

Fonte: Autoria propria

Figura 22: Imunofluorescéncia das células infectadas com OROQV e tratadas com FAC22. Células
desafiadas com 1,0 MOl de OROV previamente exposto por 1h a solugdo contendo FAC22 na
concentracdo 18,5uM, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. (a) controle viral (b) controle
celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC22. Aumento de 40x.

(a) (b) (c)

Fonte: Autoria propria
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Figura 23: Imunofluorescéncia das células previamente tratadas com a FAC22 e posteriormente
infectadas com OROQV. Células foram expostas a FAC22 na concentracdo 18,5uM e ap6s 1 hora
desafiadas com 1,0 MOl de ORQV, comprovando a inibicdo da replicacao viral. (a) controle viral (b)
controle celular (c) células infectadas com virus previamente exposto a FAC22. Aumento de 20x.

@) (b) (©)

Fonte: Autoria propria
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5. DISCUSSAO

Diversos estudos descrevem substancias naturais e sintéticas como
potenciais agentes antivirais contra arbovirus em ensaios in vitro. Entretanto,
atualmente nao existe nenhum farmaco disponivel no mercado para o tratamento do
virus Oropouche. Devido a isto, € de suma importancia a identificacdo de novos
farmacos que combatam tal patologia. Substancias naturais e sintéticas derivadas
de acridona tem demonstrado acdo em multiplos alvos e apresentam grande
potencial no tratamento de diversas doencas (Belmont, Bosson et al. 2007,
Sepulveda, Fascio et al. 2013).

Neste estudo, avaliamos a potencial atividade antiviral de uma série de
acridonas contra o virus Oropouche com diferentes estratégias metodologicas. Os
resultados preliminares demonstraram que quatro compostos tem potencial atividade

antiviral.

A avaliacdo da toxicidade de um composto é indispensaavel para a
avaliagdo do potencial de agéo antiviral em relacdo as celulas permissivas aos virus
em estudo (citotoxicidade), pois um agente ideal deve inibir o ciclo replicativo,
interferindo minimamente no metabolismo e estrutura do hospedeiro. Sepulveda e
colaboradores (2008) realizaram um estudo sobre a estrutura-atividade de diversos
derivados de acridona e observaram atividade antiviral contra o DENV e virus Junin,
causador da febre hemorragica Argentina. O aumento de atividade ocorreu
especialmente onde foram adicionados substituintes halogénicos na estrutura
heterociclica da acridona, mostrando reducdo da citotoxicidade e incremento no

potencial antiviral.

De maneira geral, as acridonas (FACs) selecionadas neste estudo também
apresentaram baixa citotoxicidade, com 80% de preservacdo celular na
concentracéo até 37,5uM para as FACs 02, 04, 05, 17 e 21, 75uM para as FACs 06
e 22, e preservacao acima de 80%, em todas as concentragOes testadas, para a
FAC 07. No caso da FAC16, embora tenha apresentado toxicidade em todas as
concentracdes pelo ensaio colorimétrico foi possivel detectar visualmente que havia

atividade celular, por isso os ensaios antivirais foram realizados e observou-se que a
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mesma inibia a replicacdo viral e a monocamada celular permanecia viavel. Uma

possivel explicacdo € a interferencia do sal MTT com a acridona em questao.

A avaliacao da atividade antiviral dos compostos foi realizada pela técnica de
placas de lise, onde era analisada a reducdo do numero de placas na monocamada
celular em varios pontos da replicacao viral. Em se tratando do ensaio pés-infeccao,
onde as células foram infectadas e posteriormente tratadas com os compostos, 0s
resultados mostraram inibicdo total da replicagao viral para as FACs20 e 22, nao
havendo formacéo de placas. Em relacdo a FAC21, a reducéo foi de 90%, enquanto

a FAC16 reduziu 75% a formacao de placas.

E provavel que as propriedades de baixa toxicidade e elevada atividade
antiviral das FACs estejam relacionadas com as propriedades estruturais das
moléculas, porém, diferente das modificacdes realizadas pelos autores, as FACs
foram adicionados atomos de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio para modificacdo da
estrutura basica da acridona, mostrando assim, que a estrutura basica desta
moélecula natural € passivel de variadas modificacdes, 0 que a torna uma importante

fonte para pesquisa de novos farmacos.

Variados membros da familia Flaviviridae, como virus da diarreia viral bovina
(Tabarrini, Manfroni et al. 2006) e o virus da hepatite C (Manfroni, Paeshuyse et al.
2009) sao inibidos por diferentes derivados de acridona, em ambos os estudos 0s
autores apontaram que os compostos interferiram na replicacdo do RNA viral. Os
derivados acridona-4-carboxamidas N-substituidas mostraram inibicdo das enzimas
RNA polimeras e RNA helicase no virus da hepatite C, havendo intercalacéo na fita
de RNA e, supostamente, paralizacdo da interacdo entre as enzimas e 0 acido
nucleico (Stankiewicz-Drogon, Dorner et al. 2010). Em nosso estudo néo foi
possivel realizar o ensaio de intercalacdo, entretanto, o0 modo de acdo das FACs

pode estar relacionado a este mesmo processo.

Mazzucco e colaboradores (2015) demonstraram a atividade do derivado de
acridona na inibicdo dos quatro sorotipos de DENV em célula Vero, sem que
houvesse acdo direta sobre a célula ou o virus, mas sim, agindo na replicagdo

intracelular. Segundo os autores, a atividade antiviral da acridona 3d parece interferir
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na enzima celular Inosina Monofosfato Desidrogenase (IMPDH). Ensaio por RT-PCR
demonstrou que a atividade antiviral esta relacionada a sintese de RNA viral,
todavia, 0 mecanismo pelo qual isso ocorre nao foi inteiramente demonstrado. Neste
mesmo estudo, a guanosina, um agente que reverte a intercalgdo da acridona com o
material genético, quando adicionada juntamente com o composto estudado reverte
a acao antiviral do mesmo, sugerindo um provavel envolvimento da IMPDH, enzima
chave na biossintese de nucleotideos de purina, como local de a¢do desta molécula.
A intercalacdo de material genético causado pelas Acridonas ja esta bem
esclarecido dentro da literatura, esta € uma hipotese que serd futuramente

investigada neste estudo.

Na avaliacdo da inibicdo da replicacdo viral pelo ensaio virucida, onde o
virus permanece em contado com 0s compostos por uma hora, a FAC20 inibiu
completamente a formacdo de placas, ja as FAC16 e FAC21 inibiram 85% e a
FAC22 mostrou reducdo de 90% da replicacdo viral, neste caso, a acdo do

composto provavelmente se deu diretamente sobre as particulas virais.

A fim de corroborar com o0s ensaios de placas, foi realizada
imunofluorescéncia indireta. Para tanto, monocamadas celulares foram infectadas e
posteriormente tratadas com as FACs, expondo-se 0 virus a suspensao contendo os
compostos e posterior infecdo das células e também como pré-tratamento
adicionando a suspensdo as células, deixando agir por uma hora, retirando e
realizando a infecdo posteriormente. Em todas as modalidades de ensaio foi
observado que o OROV ¢ sensivel a acdo das FACs, ja que ndo foi observado

fluorescéncia nas amostras tratadas, indicando que néo houve replicacao viral.

Aléem da possivel acdo sobre as particula virais, observado no ensaio
virucida, nos protocolos onde se utilizou os compostos como tratamento e pré
tratamento a acdo provavelmente tenha ocorrido dentro da célula, limitando a
replicacdo do virus no espaco intracelular ja que no tratamento a adicdo da FAC
ocorre uma hora apos a infec¢do, neste tempo o virus provavelmente ja tenha
penetrado ao interior da célula, no pré-tratamento o composto € adicionado e
deixado por uma hora, tempo para que 0 mesmo penetre na célula que sera

infactada apos a retirada do mesmo.



60

A Febre do Oropouche € uma das infec¢des arbovirais mais frequentes no
Brasil, sendo apontada com candidata a uma epidemia nas Ameéricas. A auséncia de
medicamentos para tratar de forma efetiva a doenga ou de vacinas como forma de
prevencéao, indica a necessidade urgente de pesquisa de compostos que cumpram
tal funcéo. Neste sentido, nosso trabalho demonstrou que os derivados de acridona
FACs16, 20, 21 e 22 apresentaram resultados promissores na inibicao da replicacéo
do OROV, entretanto, a pesquisa foi seriamente afetada pela pandemia de SARS-
CoV-2, com a interrupcdo do projeto durante um ano diversos estudos deixaram de

ser realizados.

Com isso ndo foi possivel realizar os ensaios com guanosina, onde
pretendiamos verificar a reversao da ligacdo dos compostos com o RNA viral, RT-
PCR para avaliarmos a replicacdo do RNA viral e também ensaios de dose
dependéncia onde avaliariamos se a concentracdo das FACs interfere na acao
antiviral, dessa forma néo foi possivel confirmar como ocorre a acéo antiviral contra
o OROV, estudos adicionais sao necessarios para elucidar o modo de acdo dos
compostos e pesquisas in vivo para avaliar padrdes como seguranca e eficacia,
necessarios na elaboracdo de novos farmacos. Estes estudos serdo realizados
posteriormente para melhor compreenséo da atividade antiviral destes derivados de

acridona.
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6. CONCLUSAO

As moléculas estudadas sdo promissoras na inibicdo da replicacdo do
OROV in vitro e novos estudos serdo realizados para confirmar sua eficacia, e para
melhor compreensdo do seu modo de acao.
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